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NIEKTORE INHIBITORY PRZEKAZU SYGNALU
WEWNATRZKOMORKOWEGO W HAMOWANIU
SYNTEZY CYTOKIN

SOME INHIBITORS OF SIGNAL TRANSDUCTION
IN THE DOWN-REGULATION OF CYTOKINE SYNTHESIS

Adrian ZAREBSKI

Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Molekularnej, Krakéw

Streszczenie: Odpawied? ostrej fuzy wywotana przez infekcje, wzrost nowotworu czy zranienia powo-
duje uwolnienje wtéroych mediatacgw.- cytokin, ktdérych rol jest przywrécenie homeostazy w organi-
zmit. Nadprodukcja cytokin prowadzié moze do wielu choréb lub nawet Smierci. Dlatego tez stale
poszukiwane sq zwigzki b¢dyce inhibitorami syntezy cytokin. Celem niniejszej pracy jest charakterystyka
dzialania rooperolu, SB203580 i partenolidu - trzech inhibitoréw przekazu sygnatu, kiére z jednej strony
mogy byé narzgdziami do badania molekularnych mechanizméw regulacji metabolizmu komérki, a z
drugiej mogtyby by¢ przydatne jako leki przeciwzapalne.

(Postepy Biologii Komdrki 2001; Supl. 16: (15-22)

Stowa kluczowe: odpowiedZ ostrej fazy, rooperol, SB203580, partenolid, cytokiny, kinaza p38

Summary: Acute phase response caused by infections, tumor growth and injuries results in the release of
secondary mediators - cytokines, which serve to restore the organism’s homeostasis. Overexpression of
the cytokines can lead to many diseases or cven death. Therefore, substances with the ability to block
cytokines’ synthesis are being constantly searched for. The aim of this paper is to characterize action of
rooperol, SB203580 and parthenolide — the three signal transduction inhibitors, which, on the one hand,
could be tools in the investigation of the molecular mechanisms of cell metabolism regulation and, on
the other hand, might be useful as antiinflammatory drugs.

(Advances in Cell Biology 2001; Suppl. 16: 15-22)
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WSTEP

Infekcje, zranienia czy wzrost nowotworu indukuja seri¢ reakcji miejscowych
zwanych odpowiedzia ostrej fazy, w czasie ktdérej dochodzi do uwolnienia ko-
mérkowych mediatoréw — cytokin. Wydzielone miejscowo cytokiny dziataja na
inne komérki gospodarza prowadzac do reakcji systemowej manifestujacej si¢ go-
raczky, leukocytoza, zwigkszonym poziomem hormondw i zmienionym sktadem
bialek osocza [13]. Cytokiny prozapalne IL-1, TNFa, IL-18 odgrywaja kluczowa
role w pierwszych stadiach zapalenia [1]. Po zwiazaniu do powierzchniowych re-
ceptoréw na komoérkach docelowych wywotujg ztozong kaskadg sygnalizacyjna pro-
wadzaca do aktywacji wielu czynnikéw transkrypcyjnych, wsréd ktérych za
najwazniejsze uchodza NF-kB i AP-1. Czynniki te wiaza si¢ do promotoréw wielu
gendw odpowiedzialnych za rozwdj péZniejszych stadiéw reakcji zapalnej, np. m.in.
cytokin z rodziny IL-6 [2]. W komérkach watroby, pod wptywem IL-6 zwiazane;j
do powierzchniowych receptoréw, obserwuje si¢ zmiany w produkcji biatek osocza
zwanych biatkami ostrej fazy. W proces ten zaangazowana jest kinaza JAK oraz
czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT [10].

Reakcja ostrej fazy jest fizjologicznym procesem stuzacym przywréceniu ho-
meostazy w organizmie. W niektérych przypadkach dochodzi jednak do nadprodukcji
cytokin lub do chronicznego stanu zapalnego. To moze byé przyczyna destrukcji
tkanek, wielu choréb, np. reumatoidalnego zapalenia stawodw, astmy lub nawet
$mierci (np. w szoku septycznym). )

Stale poszukuje sig¢ zwigzkéw o dziataniu przecxwzapalnym ktoremogiyby zostac
wykorzystane w farmakologii. Intensywne badania prowadzi si¢ nad cytokinami
przeciwzapalnymi, ktére hamuja reakcj¢ zapalna. Od dawna jako leki stosowane
sq tez glukokortykoidy. Zwigzkami hamujacymi odpowiedZ ostrej fazy okazaly
si¢ substancje pochodzenia roslinnego stosowane w ludowej inedycynie réznych
krajéw. Potencjalnymi lekami przeciwzapalnymi wydaja si¢ by¢ syntetyczne in-
hibitory przekazu sygnatu w komérkach zaangazowanych w rozwdj reakcji zapalne;j
[14].

ROOPEROL

Potudniowoafrykanska ros§lina Hypoxis rooperi stosowana od dawna w afry-
kanskiej medycynie ludowej jest Zrédtem dikatecholu zwanego rooperolem. Zwiazek
ten wykazuje dziatanie przeciwzapalne i przeciwnowotworowe, stad zainteresowanie
naukowcéw zmierzajace do wyjasnienia mechanizméw dzialania na poziomie mo-
lekularnym oraz potencjalnych zastosowar jako sktadnika lekdw.

W badaniach stosuje sie estry rooperolu, najczesciej dwu- i czterooctan (rys.
1). Estryfikacja zapobiega niekorzystnemu efektowi: mozliwosci tworzenia si¢ hy-
dronadtlenkéw lipidéw w obecnosci jondw metali przej$ciowych i rooperolu. Estry-
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RYSUNEK 1. Czterooctan rooperolu

fikacja zwigksza réwniez chemiczna stabilno$¢ czasteczki. Forma aktywna inhibitora
uwalniana jest w komdrkach przy udziale esteraz wewnatrzkomoérkowych [3].

W wysokich stg¢zeniach rooperol okazat si¢ by¢ inhibitorem lipooksygenazy {21].
W stezeniach ponizej 10 uM wywotuje inne efekty bez hamowania aktywnosci
lipooksygenazy. Obserwuje si¢ hamowanie produkcji NO w makrofagach i ko-
morkach srédbtonkowych [3]. Zahamowaniu ulega tez synteza IL-1B, TNFa i IL-6
w ludzkich i szczurzych makrofagach ptucnych oraz monocytach krwi. Podobnie
zahamowanie produkcji IL-18, TNFo i IL-6 na poziomie mRNA i biatka ob-
. serwowano w monocytamnej linii U937 [8].

Wykazano zahamowanie aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych NF—xB i AP-1
w obecnosci rooperolu [8]. Przyjmuje sig, ze w aktywacji tych czynnikéw w ko-
morkach stymulowanych cytokinami prozapalnymi, czynnikami stresowymi oraz
lipipolisacharydem generowane sa reaktywne formy tlenu jako wtérme przekazniki
sygnatu [20]. Rooperol charakteryzuje si¢ wiasnosciami oksydoredukcyjnymi, dla-
tego tez jednym z proponowanych mechanizméw dziatania jest jego rola jako anty-
oksydanta zmiatajacego wolne rodniki tlenowe. Dane te jednak wymagaja dalszego
potwierdzenia.

Rooperol hamuje ekspresj¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu iNOS i biatek
adhezyjnych VCAM-1 w komérkach $rédbtonka stymulowanych TNFa 1 IFNy.
VCAM-1 stuzy jako molekuta adhezyjna dla monocytéw. Przedtuzona ekspresja
biatek adhezyjnych podczas stanu zapalnego moze doprowadzi¢ do uszkodzenia
komérek endotelialnych. Zahamowanie ekspresji VCAM-1 wydaje si¢ by¢ efektem
korzystnym réwniez z powodu zahamowania rekrutacji leukocytéw, w tym eo-
zynofili, do ptuc.

Molekularne mechanizmy dziatania rooperolu nie sa znane i wymagaja dalszych
badan. Zaktada si¢ mozliwo$¢ hamowania kilku proceséw w komdrkach w wyniku
dzialania na réznych etapach przekazu sygnatu. Prawdopodobnie hamowany jest
etap inicjacji transkrypcji, nie mozna tez wykluczy¢ wptywu inhibitora na inne
procesy, jak np. aktywacja kinaz biatkowych czy wptyw na stabilno§¢ mRNA [8].

Dzieki temu, ze rooperol hamuje produkcjg cytokin prozapalnych bez wyraznego
wplywu na catkowita syntez¢ biatka, metabolizm i Zywotno$¢ komodrek, wydaje
sie by¢ potencjalnym sktadnikiem lekéw przeciwzapalnych. Hamowanie syntezy
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iNOS mogtoby byé wykorzystane takze w leczeniu astmy, poniewaz uwalnianie
tlenku azotu odgrywa istotna role w patogenezie tej choroby [8].

SB203580

Firma farmaceutyczna SmithKline Beecham Pharmaceuticals wyprodukowata sze-
reg syntetycznych inhibitoréw kinaz biatkowych, z ktérych SB203580 okazat si¢
by¢ czynnikiem przeciwza-

N7 palnym. Inhibitor ten o stru-

| kturze pirydynyloimidazolu

== N Y (rys. 2) z duza swoistoscia ha-
[ ?——@-—S ~ muje aktywnos¢ kinazy p38 z
CHjy  rodziny kinaz MAP [16] (tab.

1).

Do grupy kinaz p38 zwane;j
tez CSBP lub SAPK?2 zalicza-
ne sa co najmniej cztery izo-
formy o, B, y i 8. Wszystkie
wykazuja ok. 60-70% homo-
logii sekwencji aminokwasowej, o i B sa powszechne, a y charakterystyczna jest
dla migsni szkieletowych. Wspdlna cecha strukturalng izoform jest wystgpowanie
12-aminokwasowej petli z motywem TGY. Cytokiny prozapalne, lipopolisacharyd
oraz stres komérkowy uruchamiajace kaskadowa
aktywacje¢ kinaz biatkowych prowadza do fo- L

. . . . TABELA 1. Profil wrazliwosci kinaz
sforylacji tyrozyny i treoniny w petli aktywa- bialkowych na SB203580 (wg [16],
cyjnej. Forma nieufosforylowana kinazy nie zmodyfikowane)
wigze ATP, zwiazanie nast¢puje dopiero po akty-
wacji. Inhibitor SB203580 konkuruje z ATP o

RYSUNEK 2. Pirydynyloimidazol SB203580

. . . . Kinaza SB203580 (IC,.
miejsce wiazania w centrum aktywnym wiazac nM) 30
si¢ z jednakowym, wysokim powinowactwem p38at 48
zaréwno do formy nieufosforylowanej, jak i ufo- |p38p 50
sforylowanej kinazy [16]. p38y >10000

Inhibitor SB203580 hamuje specyficznie tyl- |P383 >10000
ko aktywno$¢ izoform a i B kinazy p38 bez -JI:EBI 53800
wyraznego wplywu na aktywno$¢ pozostatych |jNk2q2 1900
izoform czy tez innych kinaz biatkowych. ERK?2 >100000

SB203580 hamuje produkcje IL-1 i TNFo w glléé , 828(())(())0
n?akrofagach‘ styrpulowanygh ITPS. Zahan‘1‘owa- MAP%(APz z 10000
nie obserwuje si¢ na poziomie translacji bez | . p.¢ 360

wptywu na transkrypcje mRNA [17]. Podobnie
zahamowanie syntezy IL-4, IL-5, IL-13 i TNFa
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na etapie translacji stwierdzono w limfocytach T [14]. Wykazano, ze kinaza p38
zaangazowana jest w fosforylacje biatka o masie 3740 kDa zwiazanego do regionu
zawierajacego sekwencje¢ AUUUA na 3’ koricu mRNA cytokin, np. IL-1, TNFa
[16]. Biatko to warunkuje stabilno§¢ mRNA, przypuszcza si¢ tez, ze moze ono
oddziatlywaé z 5 koricem uczestniczac w inicjacji translacji. Zahamowanie aktyw-
nosci kinazy p38 powoduje akumulacje transkryptu bez inicjacji translacji [18].

Inny mechanizm obserwuje si¢ w przypadku hamowania syntezy IL-6 w fi-
broblastach stymulowanych IL-1 i TNFa [4], oraz uwalniania IFNy i IL-10 przez
limfocyty T [14]. Zahamowanie odbywa si¢ na etapie inicjacji transkrypcji. Kinaza
p38 bierze udziat w fosforylacji czynnikdw transkrypcyjnych, np. ATF2, biatka
Hsp 27 [16] oraz TBP (TATA binding protein) wiazacego si¢ do sekwencji TATA
box [6]. Zahamowanie fosforylacji uniemozliwia zwiazanie si¢ czynnikdw trans-
krypcyjnych i innych biatek regulatorowych do regionéw promotorowych genéw
cytokin. Kinaza p38 wydaje si¢ nie mie¢ bezpoSredniego wptywu na aktywacje
NF-xB [11], jednak fosforylacja TBP jest niezb¢dna do inicjacji transkrypcji oraz
do oddziatywania innych bialek z NF-xB, stad tez obserwuje si¢ zahamowanie
syntezy biatek pozostajacych pod kontrola NF-kB w obecno$ci SB203580 [6].

Ostatnie dane sugeruja udziat kinazy p38 w szlaku aktywacji czynnikéw STAT
przy udziale IL-6 w komoérkach watroby. Kinaza p38 wydaje si¢ by¢ takze zaan-
gazowana w modulacje syntezy biatek ostrej fazy [22].

Zdolno$¢ SB203580 do hamowania produkcji NO w chondrocytach stymulo-
wanych IL-1 wskazuje na potencjalnag mozliwo$¢ zastosowan do leczenia reuma-
toidalnego zapalenia stawdéw [16]. Poza tym inhibitor ten jest szeroko stosowany
do badania funkcji kinazy p38, ktdra reguluje wiele istotnych proceséw metabo-
licznych w komérce.

PARTENOLID

Partenolid jest zwiazkiem wystgpujacym obficie w soku potudniowoamerykan-
skiej roSliny Tanacetum parthenium.
Woczesniej przebadane zostato 54 gatunki
rolin rosnacych w Meksyku i stosowanych
doleczenia chordb o charakterze zapalnym.
Gtéwnym sktadnikiem leczniczym kilku z
nich okazaty si¢ by¢ laktony seskwiterpe-
néw. Do tej grupy nalezy takze partenolid
[5].

Czysteczka partenolidu zawiera trzy
charakterystyczne motywy: pierscien epo-
ksydowy, pierécien laktonowy z grupa @)
egzometylenowa oraz pierscien izoprenoi- RYSUNEK 3. Partenolid




20 A. ZAREBSKI

dowy (rys. 3). Struktura kluczowa, warunkujacg inhibitorowe wiasnos$ci partenolidu
wydaje si¢ by¢ pierscieni laktonowy z grupa egzometylenowa. Wraz z pierScieniem
izoprenoidowym tworzy on tzw. ,reaktywny system Michaela”, ktéry tatwo reaguje
z resztami nukleofilowymi [9]. Proponowanym mechanizmem dziatania partenolidu
jest nieodwracalne wiazanie si¢ do grup —SH cystein w taricuchu polipeptydowym.
Czasteczkami targetowymi wydaja si¢ by¢ kinazy biatkowe z grupy kinaz MAP,
lezace w centrum szlakow przekazu sygnatu od réznych czynnikéw wzrostowych,
cytokin i hormondéw. Stwierdzono zalezne od dawki hamowanie aktywnosci kinazy
p38, ERK1 i ERK?2 oraz JNK1 w obecnosci mikromolowych stezeri partenolidu.
Ten mechanizm potwierdzaja doswiadczenia z uzyciem ditiotreitolu, B-merkapto-
etanolu i L-cysteiny, ktére jako donory grup —SH znosza inhibitorowa aktywno$é
partenolidu [12].

Wykazano hamowanie syntezy indukowalnej cyklooksygenazy (COX-2) oraz
IL-1 i TNFo w obecnosci partenolidu w szczurzych makrofagach alweolarnych
stymulowanych LPS [12]. Proces ten zachodzi na etapie aktywacji NF-kB. Eks-
perymenty wskazuja, ze partenolid hamuje fosforylacje, dysocjacje i degradacje
w proteasomie inhibitora IkB. Partenolid nie wykazuje wiasnosci antyoksydanta,
nie blokuje tez wiazania aktywnego NF-kB do regionéw promotorowych gendw.
Zahamowanie odbywa si¢ prawdopodobnie na etapie kaskady kinaz biatkowych
prowadzacych do fosforylacji inhibitora IxB i aktywacji NF-xB [9].

Udowodniono réwniez wptyw partenolidu na zahamowanie syntezy biatek ostrej
fazy w komérkach watroby. Pod wptywem partenolidu nastgpuje zahamowanie
fosforylacji tyrozyny STAT 3 w komdrkach HepG2 stymulowanych onkostatyng
M. To zapobiega dimeryzacji czynnikéw STAT i ich migracji do jadra komérkowego.
Prawdopodobnie partenolid hamuje aktywno$¢ kinazy JAK badzZ innych biatek mo-
dulujacych jej aktywnos¢ [19].

Przeciwzapalne dziatanie partenolidu zwigzane jest z hamowaniem produkcji
cytokin prozapalnych pozostajacych pod kontrola NF-kB, oraz hamowaniem syntezy
bialek ostrej fazy regulowanych przez czynniki STAT. Doniesiono, ze partenolid
znalazt zastosowanie jako sktadnik leku przeciw migrenie [9]. Konieczne sa jednak
dalsze badania prowadzace do wyjasnienia molekularnych mechanizméw dziatania
partenolidu oraz mozliwosci jego zastosowan terapeutycznych.

WNIOSKI KONCOWE

Opisane powyzej inhibitory przekazu sygnatu wewnatrzkomérkowego sa nie-
zwykle przydatne do wyjasnienia mechanizméw regulacji metabolizmu 4 ekspresji
genoéw. Jest prawdopodobne, ze moga one takze znaleZ¢ zastosowania jako po-
mocnicze leki w niektdrych schorzeniach zapalnych.
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